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原発性肝癌の 50～80%に認められるとされている。しかし原発性肝癌における CTNNB1 
(-catenin)変異の頻度は約 20%、AXIN 変異は数％であり、APC 変異は報告されておら
ず、肝癌における Wntシグナル活性化のメカニズムには不明な点が多い。近年我々は、
分泌型 Frizzled 関連蛋白(SFRP)遺伝子群が、大腸癌・胃癌において高頻度にプロモータ
ー領域の DNA メチル化を伴って発現消失しており、Wnt 経路異常活性化の一因となっ
ていることを報告した。SFRP 蛋白は Wnt リガンドあるいはその受容体である Frizzled 
(Fz)と結合することで、Wntと Fzの結合を阻害する。これまで我々は大腸発癌の極めて






 研究方法   
 ウェスタンブロット法により肝癌細胞株における-catenin 蛋白発現を解析した。更




おける TCF/LEF 転写活性をルシフェラーゼアッセイにより解析した。Sodium bisulfite
によって DNA を処理した後、Methylation-specific PCR (MSP)法および bisulfiteシークエ
ンス法によって肝癌細胞における SFRP 遺伝子のメチル化解析を行った。RT-PCR 法に
より肝癌細胞株の SFRP1、SFRP2、SFRP5 遺伝子および Wnt リガンド遺伝子（Wnt1、
Wnt2、Wnt2B、Wnt3A、Wnt4、Wnt5A、Wnt5B、Wnt6、Wnt7A、Wnt7B、Wnt11）の発
現解析を行った。また、肝癌細胞を DNA メチル化酵素阻害剤 5-aza-2’-deoxycytidine よ
って処理し、脱メチル化による遺伝子発現回復を検討した。臨床例における SFRP 遺伝
子異常の頻度を明らかにするため、生検材料より採取した原発性肝癌 19 例、慢性肝炎
37 例（B 型肝炎 18 例、C 型肝炎 19 例）、肝硬変 28 例（HBV 陽性 9 例、HCV 陽性 19
例）を対象として、MSP法および Bisulfite シークエンス法による SFRP 遺伝子のメチル
化解析を行った。SFRP1、SFRP2、SFRP5発現ベクターをそれぞれ肝癌細胞株に導入し、
SFRP の過剰発現が TCF/LEF転写活性に与える影響を解析した。SFRP1を siRNA によっ








ーゼアッセイの結果、4 株において TCF/LEF 転写活性の上昇が認められ、そのうち
CTNNB1 遺伝子異常を持つ HepG2 が特に顕著な活性化を示した。次に肝癌細胞におけ





した。その結果、SFRP1のメチル化を 12株中 9株（75%）、SFRP2のメチル化を 7株（58%）、
SFRP5 のメチル化を 7 株（58%）において認めた。一方、SFRP 遺伝子のメチル化は正






原発性肝癌症例検体 19 例におけるメチル化解析の結果、SFRP1 のメチル化を 9 例
（47%）、SFRP2 のメチル化を 12例（63%）、SFRP5のメチル化を 8例（42%）に認めた。
次に我々は前癌状態における SFRP 遺伝子のメチル化を明らかにするため、HBVあるい
は HCV 陽性の慢性肝炎および肝硬変組織を解析した。慢性肝炎 37例中、SFRP1のメチ
ル化を 6 例（16%）、SFRP2 のメチル化を 14例（38%）、SFRP5のメチル化を 5例（14%）
に認めた。また肝硬変 28 例中、SFRP1 メチル化を 10 例（36%）、SFRP2 のメチル化を
9 例（32%）、SFRP5 のメチル化を 3例（11%）に認めた。 
pGL3-OT を用いたレポーターアッセイで TCF/LEF 転写活性の上昇を示した肝癌細胞株
Hep3Bにおいて、SFRP1、SFRP2、SFRP5を過剰発現させた結果、TCF/LEF転写活性の
抑制が見られた。次に我々は肝癌細胞 Li-7 を用いて siRNA による SFRP1 のノックダウ
ンが TCF/LEF 転写活性に及ぼす影響を解析した。SFRP1 のノックダウンは、それ単独





ル化を受けていること、そして SFRP の不活化が胃癌・大腸癌の Wntシグナル活性化の
一因であることが明らかとなっている。今回、我々は肝癌においても SFRP 遺伝子メチ
ル化が高頻度であることを明らかにした。肝癌における APC、CTNNB1、AXIN 変異が











-catenin の過剰発現と SFRP1 の抑制が相乗的に TCF/LEF 転写活性を亢進させることを
明らにした。これらの結果は、SFRP メチル化による Wnt シグナル活性化は、CTNNB1
変異による影響よりも軽度であることを示している。しかし、肝癌細胞株の多くは
-catenin 蛋白の蓄積を示しても TCF/LEF 転写活性の上昇を示さず、かつ SFRP ファミ
リー遺伝子のメチル化が CTNNB1 変異よりもはるかに高頻度であることを併せると、
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SFRP1 の抑制のみでは TCF/LEF 転写活性は上昇しないが、β-catenin の過剰発現に SFRP1
の抑制が加わることで TCF/LEF 転写活性が亢進することを明らにした。本研究結果から、
SFRPが肝癌の予防・早期診断そして治療の新たな分子標的と成り得る事が示唆された。 
 以上より本論文は博士（医学）の学位授与に値すると審査委員全員の評価を得た。 
